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【要約】 
Overexpression of FIR affects histone modification and 
alternative splicing of GH1 
（FIRの過剰発現は GH1のヒストン修飾と選択的スプライシングに
影響を与える） 
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[背景・目的]
クロマチンリモデリング因子、転写因子、ヒストン修飾因子やコファクターな
どの DNA/RNA 結合タンパク質は様々な細胞イベントで標的遺伝子を活性化、
抑制するために協調的に作用している。スプライシング因子である PUF60 (poly 
(U)-binding splicing factor 60)は三つの異なる選択的スプライシング型 (PUF60、 
FIR (FUBP1-intereacting repressor)と FIRΔexon2： FIRs と総称する)をもつ。FIR
は c-myc 遺伝子転写抑制因子として知られており PUF60 の exon5 が欠失するス
プライシング変異体である。一方、FIRΔexon2 は FIR の exon2 が欠失したスプラ
イシング変異体であり、FIR のドミナントネガティブ型として様々な癌で過剰発
現している。これら FIRs は共通する三つの RRM (RNA recognition motifs; RRM1 
RRM2 と RRM3)ドメイン構造をもつ。RRM1 は c-myc 遺伝子プロモーターの上
流にある FUSE (far-upstream element )のような一本鎖 DNA と相互作用し、RRM2
は c-myc 遺伝子転写活性化因子である FUBP1 と相互作用し、また RRM3 はスプ
ライシング因子である SF3B1 と相互作用する。したがって FIRs は相互作用する
タンパク質によって作用が異なることから多機能分子として考えられる。近年
これらの RRM ドメイン構造に変異または欠失をもつヒト先天性希少疾患
(Verheij 症候群や CHARGE 症候群)が報告されている。FIR や FIRΔexon2 は転写
やスプライシングに関与しているが一方、エピジェネティクス変化については
未だ未解明のままである。本研究は FIR または FIRΔexon2 の過剰発現下での転
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写産物の網羅的解析を行い、発現変動する遺伝子を調べるとともにヒストン修
飾で影響を受けるゲノム領域とそれぞれの選択的スプライシング変化の違いに
ついて調べた。 クロマチンリモデリング因子、転写因子、ヒストン修飾因子や
コファクターと FIRs の協調的作用について検討した。 
[方法] 
我々は HeLa 細胞を用いて FIR-FLAG または FIRΔexon2-FLAG を過剰発現させ、
RNA-sequencingと H3K27ac ChIP-sequencingを行った。 RNA-sequencing 解析で
は発現変動した遺伝子と変化したアイソフォーム型を調べた。遺伝子発現レベ
ルは FPKM(fragments per kilobase of exon per million)値を用い、R バージョン 3.4
の TCC ソフトウェアパッケージを用いて発現変動した遺伝子を解析した。 
H3K27ac ChIP-sequencing では H3K27acで修飾されるゲノム領域を同定した。得
られた ChIP-seq データは bowtie ソフトウェアを用いて UCSC human genome 
(hg19)上にリードカウントをマップし可視化した。Peak calling は HOMER ソフ
トウェアを用いた。false discovery rate (FDR)<0.05 で H3K27acの影響を受けたゲ
ノム領域を抽出し、解析した。 
[結果] 
発現変動した遺伝子解析では FIR-FLAG または FIRΔexon2-FLAG を過剰発現に
よって活性化または抑制した遺伝子は有意に異なった。発現変動があった遺伝
子群の中で、位置特異的エクソン-イントロンをスキップした GH1 バリアント
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(isoform 5) mRNA が有意に発現増大し、また GH1 と FIR/PUF60 ゲノム領域で
H3K27acの集積が有意に認められた。FIR/PUF60 遺伝子は H3K27ac の修飾によ
って FIR または FIRΔexon2が auto-regulation の機能を持つ可能性が示唆された。
さらに、FIRΔexon2-FLAG過剰発現モデルでは、brahma-related gene 1 (BRG1)の
mRNAの有意な変化発現はなかったが、同遺伝子のゲノム領域の H3K27acの集
積が 37%減少した。BRG1 はヒトクロマチンリモデリング因子である
SWItch/Sucrose NonFermentable (SWI/SNF)の触媒サブユニットとして機能をもつ
二つの ATPaseのうちの一つである。従って、FIRΔexon2は BRG1 を介してヌク
レオソームリモデリングに影響を与える可能性がある。 
[考察] 
FIR/PUF60 は転写と選択的スプライシングを調節することに関して H3K27ac 修
飾に関与する。FIR/PUF60 や FIRΔexon2 の選択的スプライシングバリアント型
はエピジェネティクス調整異常、GH1遺伝子の位置特異的エクソン-イントロン
スキッピングやFIR/PUF60遺伝子の auto-regulationで転写と選択的スプライシン
グの関与とは異なった。 FIR/PUF60 遺伝子の RRMs に生殖系列変異が生じると
GH1 遺伝子に影響を与える可能性がある。GH1 の発現は Verheij 症候群や
CHARGE 症候群で減少する。BRG1 ゲノム領域の H3K27ac の集積の減少は FIR
の過剰発現ではなく、FIRΔexon2の過剰発現で認められ、この結果は FIRΔexon2
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が BRG1 を介してヌクレオソームリモデリングに影響を与える可能性を示唆す
る。 
[結論] 
転写、選択的スプライシングやエピジェネティクス変化に関連する GH1 や
FIR/PUF60自身の H3K27acを介する FIR/PUF60の新規の制御機構を明らかにし
た。その結果、FIR/PUF60 のスプライシングは、細胞分化の種々の段階でクロ
マチンリモデリング因子、転写因子、ヒストン修飾因子やコファクターと協調
的に作用しており、その制御異常は発癌や先天性疾患に影響を与える可能性が
ある。 
